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摘  要 : 在前期工作中发现，截短的轮状病毒 VP4*蛋白 (aa 26–476) 在大肠杆菌中能够以可溶形式表达，且在
小鼠模型中具有较高的免疫原性和免疫保护性。本研究通过颗粒化进一步提高 VP4*蛋白的免疫保护性。通过
37 ℃水浴加热处理 24 h使 VP4*蛋白多聚化，通过高效液相色谱、透射电镜、分析超离等分析 VP4*蛋白颗粒化
程度，通过酶联免疫吸附试验分析颗粒化对 VP4*蛋白与中和抗体反应性的影响；通过差示量热法分析 VP4*高聚
体的热稳定性；最后，通过小鼠母传抗体模型研究颗粒化对 VP4*免疫原性和免疫保护性的影响。结果表明，VP4*
蛋白高聚体结构均一，并且相比三聚体，具有更高热稳定性和中和抗体结合活性；在内毒素<20 EU/mg的条件下，
与铝佐剂混合，刺激小鼠产生更高滴度的中和抗体；对轮状病毒导致的腹泻具有更高的免疫保护性。综上所述，
VP4*高聚体的研究为轮状病毒基因工程亚单位疫苗的研制提供了更广阔的思路。 
??? : 轮状病毒，基因工程疫苗，VP4*高聚体，中和抗体，免疫保护性  
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Abstract:  In previous studies, we found that truncated rotavirus VP4* (aa 26–476) could be expressed in soluble form in 
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Escherichia coli and confer high protection against rotavirus in the mouse mode. In this study, we further improved the 
immunogenicity of VP4* by polymerization. The purified VP4* was polymerized through incubation at 37 ℃ for 24 h, and 
then the homogeneity of the particles was analyzed by HPLC, TEM and AUC, while the thermal stability and antigenicity was 
analyzed by DSC and ELISA, respectively. Finally, the immunogenicity and protective efficacy of the polymers analyzed by a 
mouse maternal antibody model. The results showed that VP4* aggregated into homogeneous polymers, with high 
thermostability and neutralizing antibody binding activity. In addition, VP4* polymers (endotoxin <20 EU/dose) stimulated 
higher neutralizing antibodies and confer higher protection against rotavirus-induced diarrhoea compared with the VP4* 
trimers when immunized with aluminium adjuvant. In summary, the study in VP4* polymers provides a new strategy for the 
development of recombinant rotavirus vaccines. 
Keywords:  rotavirus, genetic engineering vaccine, VP4 polymer, neutralizing antibody, immunoprotective 
在全球范围内，轮状病毒是引起 5 岁以下婴
幼儿急性腹泻的主要病原体之一，每年导致约  
20万的死亡病例，主要发生在非洲和东南亚等发
展中国家和地区[1]。目前有多种减毒轮状病毒疫苗上
市，其中 Rotarix® (GlaxoSmithKline) 和 RotaTeq® 
(Merck) 在世界各地广泛接种[2]。随着减毒疫苗的
广泛接种和医疗卫生条件的改善，轮状病毒导致
的死亡率有所下降[3]。然而，在轮状病毒导致的
死亡率较高的发展中国家，减毒活疫苗的保护性
较低[4-5]。此外，减毒活疫苗也存在一定的安全风
险，如增加肠套叠的风险[6-7]。因此，研究更加安
全、高效的轮状病毒疫苗才能进一步降低轮状病
毒导致的发病率和死亡率。 
高滴度的母源抗体是导致减毒活疫苗在发展
中国家有效性低的原因之一[8-12]。相比减毒活疫
苗，基因工程疫苗无需在体内的复制过程，并且
通过肠道外免疫可以在一定程度上避免母源抗体
的干扰，有望解决减毒活疫苗在发展中国家有效
性低的问题。 
轮状病毒刺突蛋白 VP4 能被胰酶水解形成
VP8*和 VP5*蛋白，并增强轮状病毒的感染性[13-14]。
其中 VP8*蛋白可以与细胞表面受体结合，介导
轮状病毒吸附，而 VP5*蛋白介导轮状病毒的入
胞 [15-16]。VP8*与 VP5*蛋白都能刺激机体产生中
和抗体，大多数针对 VP8*蛋白的中和抗体能阻
断病毒吸附，而 VP5*蛋白的特异性抗体能阻断
病毒入胞 [17]。VP4 蛋白在轮状病毒感染过程中
的关键作用使其成为轮状病毒疫苗研究的关键
靶标。 
全长的 VP4蛋白具有较好的免疫保护性，但
是其在真核系统的表达量较低，而在原核系统中
以包涵体的形式表达[18-20]。2012年，闻小波等研
究发现，VP8*蛋白核心区 (ΔVP8，aa 65–223) 可
在大肠杆菌中以可溶形式表达[21]，并且与破伤风
毒素 CD4+ T细胞表位 P2融合表达可提高 ΔVP8
蛋白的免疫原性 [22]。临床研究的结果表明，
P2-VP8具有更高免疫原性，但血清中和抗体的阳
转率仅为 50%–66.7%[22]。本课题组在前期工作
中发现，将 ΔVP8的 N端延长至 aa 26具有更高
的免疫原性，且含有 VP5 抗原区的截短蛋白
VP4* (aa 26–476) 在铝佐剂条件下具有较高的免
疫原性，并且在小鼠模型中能够介导对轮状病毒
导致的腹泻和排毒的免疫保护[23]。 
尽管如此，在更高攻毒剂量的条件下，VP4*蛋
白三聚体可能不能介导足够的免疫保护。研究表明，
DC 细胞对颗粒性抗原具有更高的递呈效率[24-26]。
因此，我们尝试通过不同的方式使 VP4*蛋白形成
颗粒以进一步提高其免疫原性和免疫保护性。本
研究发现，VP4*蛋白三聚体在 37 ℃加热条件下
可形成结构均一的高聚体，并且高聚体比三聚体
具有更高的免疫原性和免疫保护性，为轮状病毒
基因工程疫苗的研究提供了更广阔的思路。 
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1  材料与方法 
1.1  主要材料 
表达轮状病毒 VP4*蛋白的菌株为本实验室
在前期工作中制备[23]。轮状病毒 (LLR) 和细胞 
(MA104) 均来自北京万泰生物有限公司的馈赠；
实验动物 (Balb/c小鼠)；酶及抗体：rTaq DNA聚
合酶购自 TaKaRa 公司；限制性核酸内切酶购自
TaKaRa 和 NEB 公司；T4 DNA 连接酶购自华美
生物工程公司；AMV逆转录酶、胰酶购自 Promega
公司；羊抗鼠 IgG碱性磷酸酶标记抗体购自晶美
公司；轮状病毒 VP4*中和抗体是本实验室自行
制备筛选；DMEM培养基购自 Invitrogen 公司；
细胞培养用抗生素购自华北制药厂；胎牛血清 
(FBS) 购自 GIBCO公司；PCR 引物合成及 DNA
测序由生工生物工程  (上海 ) 股份有限公司完
成；小量胶回收试剂盒及质粒小量提取试剂盒
均购自北京 Tiangen 公司；DL2000 的核酸
Marker 购自日本 TaKaRa 公司；SYBR Green 
DNA 荧光染料购自 Clare Chemical公司；考染试
剂 (SDS-PAGE) 购自 HyClone Pierce公司；去除
内毒素的 Detoxi-Gel预装柱购自 Thermo Scientific
公司；检测细菌内毒素的鲎试剂购自厦门鲎试剂
厂；除此之外的其他试剂均为进口试剂或者是国
产分析纯试剂。 
1.2  轮状病毒 VP4*蛋白纯化及高聚体制备及
理化性质分析 
1.2.1  轮状病毒 VP4*蛋白的纯化及高聚体制备  
将表达 VP4*蛋白的菌株在 LB液体培养基中
37 ℃培养 4 h，降温到 20 ℃后加入 IPTG低温诱
导 6 h。之后用 50 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0) (TB8.0) 
吹溶菌液，超声裂解，释放目的蛋白。之后按照
文献报道的方法[23]，通过阴离子交换层析柱、苯
基疏水柱分离纯化。将纯化后的 VP4*蛋白透析至
TB8.0 缓冲液，通过 Detoxi-Gel 预装柱去除内毒
素，并通过鲎试剂法检测残留的内毒素。将去除
内毒素后的 VP4*三聚体 37 ℃处理 24 h可形成高
聚体。 
1.2.2  高效液相色谱 G5000 (HPLC) 分析 VP4*
蛋白的均一性及聚体大小 
通过高效液相色谱 TSK Gel G5000PWXL 
(TOSOH，Tokyo，Japan) 分析 VP4*三聚体和高
聚体的均一性及聚体大小。分析过程中所用缓冲
液为 TB8.0，流速为 0.5 mL/min，UV检测器波长
为 280 nm。 
1.2.3  透射电镜 (TEM) 分析 VP4*蛋白的聚体
形式 
利用日本电子公司研制开发的 100 kV 透射
电镜，放大倍数为 100 000 倍。将蛋白样品滴于
镀炭的铜网上，吸附 10 min，滤纸擦去残液，铜
网上加一滴 2%磷钨酸溶液 (pH 7.0)，负染 1 min，
吸掉负染液，晾干；透射电镜样品室中观察样品
的颗粒形态，拍照进一步分析保存。 
1.2.4  分析型超速离心 (AUC) 分析 VP4*蛋白
的分子量 
使用Beckman XL分析型超速离心机 (Beckman 
Coulter，Fullerton，CA)，按照文献报道的方法[27]，
将样品杯依次组装完整，装填蛋白样品和缓冲液
对照，对高聚体颗粒进行超离分析，利用其专有
程序进行数据采集，并用 SEDFIT软件进行处理，
作图。 
1.2.5  差示扫描量热技术  (DSC) 分析 VP4*蛋
白的热稳定性 
DSC 实验所使用的仪器为 GE 公司差示扫描
量热仪 Microcal VP capillary DSC。样品填充完毕
后运行程序，扫描范围 15–90 ℃，扫描速度为
90 /h℃ 。在 Origin软件中，将样品曲线扣去对照
曲线，得到样品的 CP 和温度的曲线，再读取并
计算 Tm等参数。 
1.3  酶联免疫吸附试验比较 VP4*蛋白的抗原性 
为了验证 VP4*蛋白三聚体、高聚体与 VP4*
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中和抗体的反应性，以便评价其在形成高聚体的过
程中重要的中和表位是否受到破坏。我们尝试用间
接 ELISA 方法对其进行评价，所用中和单抗均为
VP4*蛋白免疫小鼠通过中和实验筛选获得[23,28]。
参照文章报道方法[23,28-29]，抗原 50 ng/孔包板室
温 2 h，封闭 2 h，将不同轮状病毒 VP4*中和抗体
稀释至 100 ng/mL，分别加入相应的微孔板，与
抗原室温反应 1 h，洗涤后加入辣根过氧化物酶标
记的羊抗鼠抗体 (GAM-HRP)，并通过 TMB 进行
显色，通过酶标仪 (TECAN，Männedorf，Switzerland) 
检测波长 450/630 nm处的吸光度。 
1.4  小鼠免疫和母源抗体模型评价 VP4*蛋白
免疫原性及免疫保护性 
1.4.1  小鼠免疫和攻毒试验 
所有的实验方案均是按照厦门大学实验动
物中心的实验动物伦理委员会批准的指导方针
进行的。 
免疫采用无特定病原体级  (SPF) 5–6 周龄
Balb/c雌性小鼠，每组实验小鼠 7只，通过眼眶静
脉丛采血法采集小鼠免前血。将 VP4*蛋白三聚体
及高聚体，采用肌肉注射方法免疫小鼠 (10 μg/只)。
每隔 2 周免疫一次，共 3 次，每次免疫前以及最
后一次免疫后 14 d采集小鼠眼眶血进行血清抗体
和中和抗体的检测。 
参照文献报道方法[28]，第 3针免疫 2周后进
行雌鼠交配，分笼后产崽，对 7 日龄的乳鼠进行
LLR病毒灌胃攻毒，攻毒剂量为 5×106 TCID50/只
小鼠，之后连续 7 d进行监测子代乳鼠的腹泻情况。
腹泻评分：正常固体粪便，不腹泻 (1分)；黄色软
粪便，腹泻 (2分)；水样便，严重腹泻 (3分)。 
1.4.2  酶联免疫吸附试验检测 VP4*蛋白的免疫
原性 
血清抗体水平检测参照文献报道的方法[23]，
将 VP4*蛋白三聚体进行包被，将采集的小鼠血清
进行连续 10倍稀释后，加入 96孔中室温反应 1 h，
再用 GAM-HRP进行检测。 
1.4.3  ELISPOT检测 VP4*蛋白的免疫中和活性 
血清中和效价检测参照文献报道方法[30]，取
采集的小鼠血清 10 μL，56 ℃水浴 30 min灭活补
体，首孔 100 倍稀释，并在此基础上进行 2 倍梯
度稀释后，分别与 100 μL 胰酶处理后的 LLR 病
毒混合；再取 100 μL 的血清-病毒混合物，加入
铺板在 96 孔板的 MA104 细胞中进行 37 ℃感染
14 h；对照组则用稀释液与处理后的病毒混合，
再与 MA104细胞进行 37℃感染 14 h；孵育后再
用 7H11-HRP抗体 (实验室筛选制备的 HRP标记
的 VP6抗体) 进行检测。 
抑制率=(1–实验组孔内的平均斑点数 /对照
组孔内的平均斑点数)×100%。通过四参数法计算
50%抑制率时对应的稀释倍数即 NT50。 
1.5  数据分析 
SPSS软件 21.0版本 (SPSS，Chicago，IL，
USA) 进行统计分析，使用独立样本 T 检验比较
两组连续变量差异，如血清总抗体水平、中和抗
体效价等。作图采用 GraphPad Prism V5.0 及
Adobe Illstrator CS6软件。 
2  结果与分析 
2.1  轮状病毒 VP4*蛋白高聚体的制备及其理化
性质分析 
按照文献中的方法对 VP4*蛋白进行表达和
纯化，经过两步纯化可以获得纯度高于 95%的
VP4*蛋白 (图 1A)[23]。将纯化获得 VP4*蛋白在
4 ℃透析 50 mmol/L TB8.0 后，通过 Detoxi-Gel
去除残留的内毒素，并通过鲎试剂进行检测，结
果发现，纯化后的 VP4*蛋白中内毒素含量低于
20 EU/mg。将纯化后的 VP4*三聚体 37 ℃处理
24 h，并通过分子筛分析 37 ℃处理后与 4 ℃样品 
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图 1  VP4*蛋白纯度和均一性的分析 
Fig. 1  Evaluation of the purified VP4* proteins. (A) 
SDS-PAGE and WB analysis of the truncated VP4* 
proteins. (B) HPLC analysis of the VP4* truncated 
proteins treated at 4 ℃ and 37 ℃. 
 
差异。结果发现，相比 4 ℃保存的样品，37 ℃处
理后的样品保留时间从 17.2 min缩短为 12.4 min 
(图 1B)，这一结果提示，在 37 ℃处理的过程中
VP4*蛋白形成了高聚体。 
为了进一步分析 VP4*蛋白高聚体的均一性，
我们分别进行了分析型超速离心分析和透射电
镜观察。分析超离和电镜结构均显示，VP4*蛋
白高聚体的结构较为均一 (图 2A 和 2B)。通过
c(s) 和 c(M) 分析发现，VP4*蛋白高聚体的分子
量约为 2 500 kDa，而 VP4*蛋白的理论分子量约 
 
 
 
 
 
 
 
图 2  VP4*蛋白理化性质的比较 
Fig. 2  Physicochemical characterization of the 
truncated VP4* proteins. (A) AUC analysis of the 
truncated VP4* protein treated at 37 ℃ . (B) TEM 
analysis of the truncated VP4* protein treated at 37 ℃. 
(C) DSC analysis of the truncated VP4* proteins treated 
at 4 ℃ and 37 ℃. 
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为 50 kDa。因此，我们推测有 50个左右的 VP4*
蛋白聚集形成高聚体。为了进一步比较高聚体和
三聚体的热稳定性，分别对 VP4*蛋白三聚体和高
聚体进行了 DSC 分析，结果发现，VP4*蛋白三
聚体有 2个峰 (图 2C)，Tm1和 Tm2分别为 44.9 ℃
和 67.5 ℃，而 VP4*蛋白高聚体仅在 67.1 ℃出现
的一个峰 (图 2C)。 
我们推测，Tm1可能代表三聚体解聚形成单体
的过程，而 Tm2代表单体彻底变性的过程。VP4*
蛋白三聚体加热到 45 ℃后性质发生改变，聚集
后再解聚；而高聚体耐受 67 ℃才开始发生解聚，
热稳定性明显优于三聚体。 
2.2  轮状病毒 VP4*蛋白三聚体与高聚体抗原性
比较 
为了比较 VP4*蛋白三聚体和高聚体的抗原
性，分别将二者以 50 ng/孔的量包被在 96孔微孔
板上，封闭后与轮状病毒 VP4*中和抗体进行反
应，并通过 GAM-HRP 进行检测。结果发现，大
部分中和抗体与 VP4*蛋白高聚体的反应显著高
于 VP4*三聚体 (图 3)。这一结果提示，在 VP4*
蛋白高聚体形成过程中，能够较好地保留 VP4*
蛋白的中和表位。 
 
 
 
图 3  VP4*蛋白三聚体和高聚体与中和单抗反应性的
比较 
Fig. 3  The binding activity of VP4* trimers and 
polymers to rotavirus neutralizing antibodies. 
2.3  轮状病毒 VP4*蛋白三聚体与高聚体免疫
原性比较 
为了比较 VP4*蛋白三聚体和高聚体的免疫
原性，将 SPF级雌性 Balb/c小鼠进行分组 (7只/组)，
并分别免疫内毒素合格的 VP4*蛋白三聚体和高
聚体 (内毒素<10 EU/mg)，同时以灭活的 LLR病
毒作为阳性对照，以 PBS作为阴性对照，佐剂为
铝佐剂。 
第三针免疫后 14 d，采集小鼠的眼眶血，进
行抗体滴度及中和抗体滴度的检测。结果发现，
VP4*蛋白三聚体的免疫原性与灭活病毒相当，而
无论是血清抗体滴度还是中和抗体滴度，VP4*蛋
白高聚体均显著高于三聚体 (图 4)。我们推测这
可能与 DC细胞对高聚体的递呈效率更高有关。 
 
  
 
 
 
图 4  VP4*三聚体和高聚体免疫原性的比较 
Fig. 4  Comparative study of the immunogenicity of 
VP4* trimers and polymers. (A) Antibody titers. (B) 
Neutralizing antibody titers. 
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2.4  轮状病毒 VP4*蛋白三聚体与高聚体免疫
保护性研究 
三针免疫后，将雌性小鼠与雄性小鼠进行交
配。子代小鼠出生 7 d后，以 5×106 TCID50的轮
状病毒 LLR对子代小鼠进行灌胃攻毒，并在攻毒
后连续 7 d 监测乳鼠的腹泻情况。结果发现，对
照组乳鼠 100%出现严重腹泻，而无论是通过 
VP4*蛋白三聚体、高聚体还是灭活病毒进行免
疫，免疫组的腹泻率、腹泻水平以及持续时间均
显著低于对照组 (图 5，表 1)。VP4*蛋白三聚体
免疫组有 20%的乳鼠出现腹泻，而 VP4*蛋白高聚
体免疫组乳鼠均未出现腹泻 (图 5，表 1)。相比
三聚体，高聚体具有更高的免疫保护性 (P=0.03)。 
3  讨论 
在本研究中，我们发现 VP4*蛋白三聚体在
37 ℃处理 24 h，能够形成较为均一、稳定的高聚
体结构，并且在小鼠模型中，VP4*蛋白高聚体相
比三聚体具有更高的免疫原性和免疫保护性，为
轮状病毒基因工程疫苗的研究提供了新的思路。 
相比传统的减毒活疫苗和灭活疫苗，基因工
程疫苗具有更高的安全性，并且大量数据表明，
乙型肝炎病毒基因工程疫苗和乳头瘤病毒基因工
程疫苗均为病毒样颗粒 (VLP) 疫苗，在结构上与 
 
 
 
图 5  VP4*抗原对轮状病毒导致的腹泻的免疫保护性 
Fig. 5  The protective efficacy of VP4* against 
rotavirus-induced diarrhea. The Y axis represent the 
diarrhea score after challenges, and the error bars 
represent the standard error (n≥8). 
天然病毒较为接近，并且容易被 DC 细胞递呈，
具有较好的免疫保护性[24-26]。轮状病毒 VP4蛋白
是重要的中和抗原，在病毒吸附、入胞过程中发
挥着重要作用，是轮状病毒疫苗研究的主要靶标。
本实验室在前期工作中发现截短表达的 VP4*蛋
白 (aa26–476) 在小鼠模型中具有较高的免疫原
性和免疫保护性 [23]。本研究发现，VP4*蛋白经
37 ℃处理后可形成高聚体，并且相比三聚体具有
更高的免疫原性和免疫保护性。一方面，与 VLP
疫苗类似，VP4*高聚体由于其粒径较大，更容易 
 
表 1  VP4 蛋白免疫对子代小鼠接种轮状病毒后腹泻时间和严重程度的影响 
Table 1  The onset, duration and severity of rotavirus induced diarrhea for pups in a maternal antibody model 
Immunogen Numbera 
Diarrhea Severe diarrhea 
Cumulative diarrhea scorec
Percentage Onset dayb Duration (d) Percentage Duration (d)
Trimer 20 25 (5/20)* 2±0* 0.2±0.5* 25 (5/20)* 0.1±0.3* 7.7±0.6* 
Polymer 16 0 (0/16)*, # / 0*, # 0*, # 0*, # 7±0.0*, # 
LLR 17 29.4 (5/17)* 1.8±0.32* 0.5±1.3* 29.4 (5/17)* 0.3±0.4* 7.9±1.1* 
PBS 12 100 (12/12) 1±0 4.8±0.8 100 (12/12) 3.2±0.6 14.7±1.25 
a The number of pups varied from group to group due to differences in the mating rate and the litter size. 
b The onset day of diarrhea was calculated for the mice with diarrhea. 
c Calculated as the sum of daily fecal scores for 7 d post challenge/n. A cumulative score of 7 mean that none of pups in this 
group developed diarrhea. 
* Significant difference was found as compared to the PBS control group (P<0.05). 
# Significant difference was found as compared between Trimer group with Polymer group (P<0.05). 
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被 DC 细胞递呈；另一方面，高聚体与中和抗体
的反应性与三聚体相比显著升高，说明在形成高聚
体的过程中，较好地保留了 VP4*蛋白的中和表位。
此外，VP4*高聚体的稳定性、均一性均较好，因此，
该蛋白具有成为轮状病毒基因工程疫苗的潜力。 
目前 VP4*蛋白高聚体成为轮状病毒候选疫苗
还需要开展大量的工作。首先，本研究基于动物源
轮状病毒 LLR毒株开展研究，尽管 VP4*蛋白高聚
体在小鼠上具有较好的保护性，然而，动物源毒株
的 VP4基因序列与人源毒株的同源性较低，因此，
在后续工作中我们将进一步表达人源毒株的 VP4*
蛋白，并研究其免疫原性和免疫保护性；其次，
在轮状病毒 VLP疫苗的研究过程中发现，同一抗
原在不同的动物模型中的免疫保护性具有显著差
异[31-32]，因此，我们将进一步研究 VP4*蛋白在其
他动物模型特别是肠道系统结构与人体较为接近
的小型猪以及非人灵长类动物中的免疫原性；最
后，轮状病毒基因型和血清型较多，我们还要进一
步研究 VP4*蛋白免疫血清的交叉中和活性，并进
一步分析研究多价苗的必要性与可行性。 
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